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A群溶連菌の リ ン脂質お よ び糖脂質 に つ い て






A 群溶連菌に は抗腫瘍作用 を示すもの が あ り , 抗腫
瘍性溶連菌に つ い て 多 く の 研究 が なさ れ て い るり2】. し
か し なが ら . 抗腫瘍作用 に 関連が あ る と考え ら れ る溶
連菌の 菌体成分 に つ い て は ほ と ん ど知 られ て い な い .
他方 , 細菌の リ ン脂質 あ る い は糖脂質の 組成 が菌 の 種
類 に よ っ て 著 Lく異 な る こ とが 報告さ れ て お り t こ れ
ら の 脂質の 組成と細菌の 生物学的性状と の 間に は密接
な関係の あ る こ と が 示唆 され て い る3州 . し た が っ て .
溶連薗の 抗腫瘍作用 と菌休脂質 との 間に は何 らか の 関
係が あ る の で は ない か と推察 さ れ る .
A 群溶連菌に は, ス ト レ プ トリ ジ ン S お よ ぴ 0 を産
生 す る薗(Sv 菌 . Su 菌, C203S薗な ど), ス ト レプ
ト リ ジ ン S の みを産生 す る 薗(Bla ckm o re薗)お よ び
ス ト レ プ ト リ ジン 0 の み を産生す る菌(C203U薗)の
3種類が あ るが . ス ト レ プ トリ ジ ン S を産生する菌の
み が抗腫瘍作用 を示す こ とが 報告さ れ て い る引,本研究
は, 溶 連 菌 Su の リ ン 脂 質お よ び 糖脂 質 を溶連菌
Bla ckm o reあ る い は溶連菌 C203U の脂質と比較 しな
が ら , 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ら び に ペ ー パ ー ･ ク
ロ マ ト グラ フ ィ
ー で 検討し た もの で あ る .
実験材料 お よ び方法
1. 溶遵蘭株
数室保存 の 3種類 の A 群溶連菌 , Su 薗 ,
Blackm or e菌お よ び C203U菌 を使用 した5).
2. 溶連菌の 培養
溶連菌の 培養に は W o od らの 合成培地8庵 用い た .
合成培地の 組成 はBa cto try pto ne 20g, Ba cto ye a st
e xtra ct lOg, K H2P O4 5g, ブ ド ウ 糖 1g, 精 製 水 11





1200c で 20 分間滅菌し た も の を 用い た . 溶連菌の 合成
培地 に よ る 培養液200mほ 10上 の 合 成培地 に 接種
し ･ 37
0
c で 12時間培養 した の ち , 低温下 で 連続遠JL､
(10･000rp m , 100 ml/ 分) に より 集薗し . 菌体を生理
食塩水で 2匝儀浄 し た( 菌収量は湿重量 で 20-25g).
3. 溶連菌脂質の抽出
溶連菌脂質 はFoIch ら の 方法7Iに よ っ て 抽出 し た.
す な わち . 溶 連薗20-25g を20 倍量の ク ロ ロ ホ ル
ム ○ メ タノ ー ル (2 : 1. v/v)で 室温 で 2 回抽出した
の ち , 抽出液 に 1/5畳 の 生理 食塩水を加え て 混和し,
4
0
c に 放置し て 混液 が二 層 に分離し て か ら , 水溶性物
質を含む上層 を除去 し , 脂質を含 む下層 を ロ ー タ リ
ー ｡ エ バ ボ レ ー ク ー を用 い て 窒素気流下 に 400c で 濃
縮 して 油状物質(絵脂質)2 ～ 2 .5g を 得た . 得られた
総脂質を 100山 の ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル に 溶解
し , 使用する ま で - 200c に 保存 し た .
4･ 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー によ る 溶連菌脂質の分
離 ｡ 同定
(i) ク ロ マ ト プ レ ー ト の 作製
ク ロ マ ト プ レ ー ト は Stahlの 方法8)に よ っ て 作 製し
た . すな わ ち . 25g の シ リ カゲ ル H(Mer ck) を70mL
の 精製水 に浮遊さ せ た も の を ガ ラ ス板 (20× 20c m)
に 載せ て シリ カ ゲ ル の 薄層(厚さ : 0.25m m)を作り,
一 夜乾燥後 . 薄層 を 110
0
c で 30 分間加熱し て 活性化
し , 放冷後に 実験 に 用 い た .
(ii) 展開溶媒
溶 媒 A : ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ○ 水
(65: 25: 4. v/v)91, 溶媒B : ジイ ソ プ チ ル ケ ト
ン ･ 酢酸 ･ 水(80: 50 : 10, V/v)刷 .溶媒 C : 塩化
エ チ レ ン ･ メ タノ ー ル (98: 2 . v/v)川 . 溶媒 D : n
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(a) ヨ ー ド試薬 (2 %エ タ ノ
ー ル 溶 液 , 脂 質 の 検
出)
13l
, (b) リ ン モ リ ブ デ ン 酸試薬(10% エ タ ノ ー
ル溶液 , 脂質の 検 出)
川
. (C) ニ ン ヒ ドリ ン試薬(n
- ブタノ ー ル で 飽和 し た水 に 0.2 %に 溶か した も の ,
アミ ノ 基の 検 出)
一引
. (d) Dr age ndo rff試 薬 (A
液 : 塩 基性硝酸 ビ ス マ ス 1 .7g を20% 酢酸 10 m=こ
溶解し たも の , B液 : ヨ ウ化 カ リ ウ ム の 40 % 水溶
液. A 液20mエ, B 液 5m ほ よ び 水70 mほ 混和し て
使用 . コ リ ン の 検出)
9J
t (e) D ittm e r･Le ste r試薬(A
液 : 40.11g の 三 酸化 モ リ ブ デ ン を25 N硫酸 1Jに 加
熱溶解した も の , B液 : 粒末 モ リ ブ デ ン 1.78g を A
液500m=こ加熱溶解し た もの . A 液1容 , B 液1 容
に水2容 を加え る . リ ン 脂質の 検 出)
l引
.(f)ア ン ス ロ ン
試薬 (ア ン ス ロ ン 0 .5g と チ オ尿素 10g を 66 % 硫酸
1J に溶か し たもの , 糖脂質 の 検出)17}, (g) ア ン チ
モ ン試薬(三塩化 ア ン チ モ ン 25g を ク ロ ロ ホ ル ム 7 5g
に溶解した も の . ス テ ロ ー ル 規の 検出)岬 . (h) 過
塩素酸試薬(20 %水溶液 , ス テ ロ ー ル類 の 検出)珊 .
ヨ ー ド試薬 お よ ぴ Dittm e r･Leste r試薬 を ク ロ マ ト
プレ ー トに 噴霧 し た場合 はそ の ま ま で 発色させ , そ の
他の 試薬 を噴霧 した 場合 はプ レ ー トを 110
0
c で 加熱 し
て 発色させ た .
(iv) 溶遵薗脂質の 分離お よ び検出
溶遵歯脂質 の 分離 は二 次元薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
でお こ な っ た . す なわ ち , ク ロ マ ト プ レ ー ト の 一 隅( 両
端か ら2.5c m) に 3 0～ 40m g の 脂質を マ イ ク ロ ピ ペ
ッ トで 点状 に ス ポ ッ ト し. あ らか じ め 展開溶媒 A200
扉を入れて 槽内を溶媒蒸気で 飽和さ せ た展開槽内に ク
ロ マ トプ レ ー ト を置 い た . 溶媒尖端が脂質塗布点か ら
15c m 上昇 して か ら ク ロ マ ト プ レ ー ト を 展開槽 より 取
り出し . ド ラ イ ヤ ー で 1 5～ 20 分間乾燥さ せ た . つ ぎ
に . プ レ ー トを 90 度回 転さ せ て , 溶媒 B200山 を入れ
た別の 展開槽内に 置 い た . 2 回目 の 展開 が終 っ て か
ら. ク ロ マ ト プ レ ー ト を充分に 乾燥さ せ , 噴霧試薬 を
剛 ､て 脂質 を検出し た .
なお , ク ロ マ ト プ レ ー トか ら 回収 し た 一 部の 脂質 に
つ い て , 溶媒 C お よ び D を用い る二 次元薄層ク ロ マ ト
グラ フ ィ ー に よ っ て 脂質 の 種蝮を調 べ た . こ の 際, 標
準物質と し て コ レ ス テ ロ ー ル (Me r ck) お よ び コ レ ス
テ ロ ー ル ｡ ノヾ ル ミ テ p ト (Sigm a) を 用い た .
ア ミノ 基を含む 脂質 . リ ン脂質お よ び糖脂質を 一 枚
の プ レ ｢ 卜上 に検出する た め に , は じ め に ヨ ー ト試薬
を噴霧して 脂質の ス ポ ッ ト の 位置を確認 し た の ち , ニ
665
ン ヒ ド リ ン 試薬 で ア ミ ノ 基の 有無を調 べ . Dit m e r-
Le ste r試薬で リ ンの 存在を確め , さ い ごに ア ン ス ロ ン
試薬で 糖 を検出した . ま た . ア ミ ノ 基を含む脂質 . コ
リ ン を含 む脂質お よび ス テ ロ ー ル類 を 一 枚 の プ レ ー ト
で 検出する た め に , ヨ ー ド試薬で 脂質を検出し た の ち .
ニ ン ヒ ドリ ン試薬 . Dra oge ndo rff試薬 ,過塩素酸試
薬 を順次に使用 して 脂質 の 種類を調 べ た .
4. 脂 質水解産物の ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ トグラ フ ィ ー
ニ 次元 法で分離さ れ た脂質画分を ク ロ マ トプ レ ー ト
よ り回収し て ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い
た , す なわ ち . 溶連薗の 総脂質 70 ～ 80m g を ク ロ マ ト
プ レ ー ト ( 厚さ : 0.5m m) に ス ポ ッ ト し . 溶媒 A お
よ び B を用い て 二 次元法で展開 した の ち , ヨ ー ド試薬
で ス ポ ッ トの 位 置を確 めて 脂質を含む シ リカ ゲ ル を プ
レ ー ト か ら 採取 し . ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル
(2: 1. v/v) で脂質を抽出し た .
(i) リ ン 脂質
ク ロ マ ト プ レ ー トか ら回収し た リ ン 脂質の 各画分を
Be n s o n･ Mar uo の 方法細 で 脱 ア シ ル 化し た . リ ン 脂質
の メ タ ノ ー ル 溶液 (脂質畳: 10 ～ 15m g) 5ml と
0.1 N K O Hメ タノ ー ル 液5mほ 混和 し て 37
0
c に 15
分間置い た の ち , 氷冷し , Do w e x50(H
+ 型)を 加
えて 中和し た . つ い で , ガ ラ ス 線維を つ め た濾斗 で 樹
脂 を除去し て か ら . 適当量 の ク ロ ロ ホ ル ム お よ び水を
加 えて ク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タ ノ ー ル ｡ 水 の 組 成比 が
4 : 2 : 1 (V/v) に な る よう に し て 混和し た . 混液
がこ 層 に 分離し て か ら ,水溶性物質を含む上層 を 採り .
上層液 に つ い て , Da w s o nの 方法
2りに よ っ て二 次元
ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を お こ な っ た . す な わ
ち , 濾紙 ( 東洋濾紙No .50. 40 × 40c m) の 一 隅( 両線
より 5c m) に リ ン 脂質の 脱 ア シ ル 化物 を スポ ッ トし .
はじ め に 水飽和 ブタ ノ ー ル ｡ 酢酸 ｡ エ タ ノ ー ル (100
: 10 : 1 2, Ⅴ/v)紺 を用 い て 上 昇 法 で 16時 間 展 開
し た の ち . 濾紙を ド ライ ヤ ー で 充分 に 乾燥 して か ら濾
紙を 90度回転さ せ , メ タ ノ ー ル ･ ギ 酸 ･ 水 (80 :
13: 7, V/v)紺 を 用 い て 上. 昇 法 で 4時間展開 した .
展 開の 終 っ た濾紙を 乾燥 し たの ち ∴ 疲紙上の リ ン 酸化
合物を Ha n e s･lshe r w o od の 試薬(5N 塩酸20 mL,
72 % 過塩素酸月0最 と 5 %モ リ ブ デ ン 散水溶液 130雨
を混和し た も の)
22】で 検出し て , リ ン 酸化合物 の Rf値
を求め た . な お , 標準物質 と して ホ ス フ ァ チ ジル ー上
一セ リ ン(N b C0 .)お よ ぴホ ス フ ァ チ ジル エ タ ノ ー ル
ア ミ ン (N b Co .) の 脱 ア シル 化物 を用い た .
さ ら に , 上記試料 お よび棲準物質の 脱 ア シ ル 化物 に
つ い て , フ ェ ノ ー ル ｡ 水 (100:30, Ⅴ/V)〔上 昇法 ,
16時間展開〕23Iお よ び ブタ ノ ー ル ● プ ロ ピ オ ン 醸 ｡ 水
666 木地 ｡ 北 島 ｡ 林 ｡ 西
(142: 7 1: 10. v/v) 〔上 昇 法 , 1 4時間展 開〕
23I
を展 開溶媒 とする 二次元 ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を お こ な っ た .
(ii) 糖脂質
薄層 ク ロ マ ト ゲ ラ マ ィ ー で 回収 した 糖脂質 の 各画分
を リ ン 脂質と 同様 に0.1 N K OIlメ タ ノ ー ル 液 で 脱 ア
シ ル 化 し , 得ら れ た脱 ア シ ル 化物を 一 次元 ペ ー パ ー ○
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 調 べ た . 展 開溶媒 に は (a)プ ロ
パ ノ ー ル ･ ア ン モ ニ ア(比重 : 0.90)･ 水(6 : 3 :
1･ Ⅴ/v) 〔下降法, 20時間展開〕22I, (b) ブ タ ノ ー
ル ･ ビ リ ジ ン ･ 水 (6: 4 : 3. v/v)〔下降法.
13時間展開〕24I. (C) ブタ ノ ー ル ･ プ ロ ピオ ン 酸 ｡ 水
(142: 71: 10, Ⅴ/ v) 〔下降法, 14時 間展 開〕2引
お よ び (d) エ チ ル 酢酸 ｡ ビ リ ジ ン ･ 酢酸 ･ 水(5 :
5 : 1 , 3, Ⅴ/v) 〔下 降法 , 12時 間展 開〕28) の 4
種類 が 用 い ら れ た . 濾 紙 ( 東洋濾紙No.50, 20×
40c m) の 一 端か ら5c m の 所 に糖脂質の 脱 ア シ ル 化物
お よ び プ ド ー 糖 (標準物質) を線状( 長さ : 2cm) に
ス ポ ッ トし , 下降法で 一 定時 間展開 した の ち , 濾紙を
ド ラ イ ヤ ー で 充分に乾燥 させ , 濾紙上の ス ポ ッ トを 硝
酸銀試薬 (A液 : 飽和硝酸銀水溶液1 ml にア セ ト ン
200m ほ 加え て 生 じ た沈澱 を少量の 水を加え て 溶解し
た も の , B 液 : 0.5 N NaO Hメ タ ノ ー ル 液 , C液
: 5 %チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 . 濾紙 を A 液 ,
B 液お よ び C液 で 順次処理す る)27〕で 検 出し , ス ポ ッ ト
の Rf値を求め た .
ま た , 糖 脂質 の 各面分を0.1 N塩 酸で 1000c ● 40分
間処理 して 縁ら れた部分水解産物2別に つ い て . 上記 の
展 開溶媒 に よ る 一 次元 ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
を お こ な っ た . さ ら に ∴ 糖脂質の 各画分を3N塩酸 で
10
0
c ･ 90分間処理し28). 得 ら れ た糖脂質の 完全水解
産物を濾紙 に ス ポ ッ トし , ブ タ ノ ー ル ｡ 酢酸 ･ 水(6 :
4 : 3, Ⅴ/v)2勘 ま た は エ チ ル 酢酸 ･ どリ ジ ン ･ 水(12
‥ 5 : 41 V/v)28I を展 開 溶媒 と し て 下 降法 に よ り
展開 した . 糖脂質の 完全水解産物の 検出に は , ア ニ リ
ン水素 フ タ レ ー ト試薬(ア ニ リ ン0.91 山 と フ タ ー ル 酸
1･66g を 水飽和 ブタ ノ ー ル 100m=こ溶解 し た もの)2gI
ま た は ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン ･ ア ニ リ ン 試薬 (ジ フ ェ ニ ル
ア ミ ン2g と ア ニ リ ン2 山 を ア セ ト ン 100m=こ 溶 解
し. 80% リン酸溶液10 扉 を混和 した もの)叩 を用 い た .
実 験 成 績
1. Su 菌脂質の 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
ク ロ ロ ホ ル ム ● メ タ ノ ー ル ･ 水 (65 : 25 : 4,
Ⅴ/v) お よ ぴ ジイ ソ プチ ル ケ ト ン ･ 酢酸 ･ 水 (80:
50: 10, Ⅴ/V) を 展 開 溶媒 と する 二 次 元 博層タ ロ マ
ト グ ラ フ ィ 一 に よ っ て , Su 薗 の 総脂質 は11個のス
ポ ッ ト に 分離 され たが , 原点の ス ポ ッ ト を除い た残り
の 1 0個 の ス ポ ッ ト (Ll- LlO) は い ずれも ヨ ー ド試
薬 や リ ン モ リ ブデ ン 酸試薬な ど の 脂質用試薬に 対して
陽性反応 を示 し た ( 図1). 義1 はこ れ ら 10個 の スポ
ッ トの 各種検出試薬 に対す る反応結果 を示 し た もの
で , ス ポ ッ ト Ll, L 2, L4 お よび L6 は Dittm e r･Lester
試薬 に 対し 陽性反応 を示 し , ス ポ ッ ト L l, L3 お よぴ
L 5 はア ン ス ロ ン 試薬 に 陽性反応を示 し たが . こ れら
の ス ポ ッ ト は い ず れ も ニ ン ヒ ド リ ン 試 薬 お よ び
Dr age ndo rff試薬 に 対 し陰性反応 を示し た . し たがっ
て , ス ポ ッ トL2, L 4 お よ び L6 はリン脂質で あり , ス
ポ ッ ト L3 と L5 は糖脂質で あ り , ス ポ ッ トLl はリ ン
と 糖を 含む脂質 で あ る と考え られ た . ま た , ス ポ ッ ト
L 8 と LlOは ア ン ス ロ ン 試薬に 対し 陽性反応を示した
が , ア ン チ モ ン試薬 や過塩素酸試薬 な ど の ス テ ロ ー ル
用 試薬 に 対 して も 陽性反応 を示 した の で , ス テ ロ ー ル
類 で あ ると 考え ら れ た . 以上の ごとく t Su 菌 の 総脂
質 に 3種類の リ ン脂質 t 2 種 類 の 糖脂 質 および リ ン
と 糖を 含む脂質が見 い だ され た の で , そ れぞ れ の脂質
成分 を同定す る た め に , 各画分の 脱 ア シ ル 化物および









Fig･ 1･ A tw o-dim e n sio n al thin-laye r chro m ato･
gr a m oftota1 1ipds fro m ahe m olytic str ep-
to c o c c u s,Su. T he chr o m atogr a m w a sde v el･
Oped in chlo r oform ･ m etha nal- W ate r(s olv e ntA,
65:2 5:4,by v ol.)in the ガ･dire ctio n and the n
in diis obutylketo n e･ a C etic a cid- W ate r(s olv e nt
B, 80:50:1 0, by v ol.) inthe ydir e ctio n. spots
W e r edete cted byiodin e,follo w ed by staining
With pho spho m olybdate . N umbe r s r ef r to
tho sein Table l.
溶連歯の リ ソ脂質お よ び糖脂質
Table l. C hr o m atogr aphic cha r a cteristic s oflipid fr a ctio n s of





Av e rage Rfv alu esin Colo r reactionbyspray r eage nts
=
Lipidcla ss e s
SoIv e ntA Solv e nt B R I R 2 R 3 R4 R 5 R6 R7 R8
Ll 0.27 0.17 + + 十 + - - Unkn o w n
L2 0.43 0.28 + 十 - れ + P ho spholipids
u 0.56 0
.
34 十 十 一 一 - + 一 Glyc olipids
u 0.67 0.41 + 十 - † 十 - - - P ho spholipids
u 0.73 0.48 十 + - - - + - - Glyc olipids
田 0.79 0.72 十 + - - 十 - - - P ho spholipids
L 7 0.62 0.87 + + Ne utrallipids
L8 0.87 0.80 十 + + + 十 Ne utrallip ds
L 9 0.93 0.85 + + Ne utrallip ds
LlO 0.94 0
.93 + 十 + + + Ne utrallipds
* Total lip ds ofa hem olytic str epto c o c c u s,Su , W e r e Chr o m atogr aphed tw o ･dim ensionally on
asilicagel Hplate u sing chlo rofo r mq m ethanol- W ater (s oIv e nt A,6 5:25:4,by v ol.)and diis o-
butylketo ne
･aC etic a cid･ W ate r(s olv e nt B,8 0:50:1 0,by v ol.), a nd the spots w e r edetected with
Vario us spr ay r e age nts.
* * Spray r e age nts:iodine(R l) a ndphospho molybdate(R 2)fo rlipids; ninhydrin(R 3)fo r a min o
gr o up; Dr age ndo rffreagent(R4)fo r choline;D ittm er-Lester r e age nt(R 5)fo rphospholipids;
a nthr o n e(R 6) fo rglyc olipids a nd ste r oIs; a ntim o ny(R 7)a nd pe r chlo ride(R8)fo rsteroIs.




kf, al｡ ｡S ｡f d｡ a ｡yldtedpr odu ctsin
Ide ntified a s
Solv e ntI Solv e ntI
L2 0.84 (0.51)* * 0.53 Glyc e ropho sphorylglyc e rol
…
L4 0.29 (0.30) 0.56 (0.59) 1,3,diglyc er opho spho rylglyc er ol
L 6 0.34 (0.33) 0.76 (0.74) Glyc e ropho sphate
0.31 (0.31) 0.45 (0.50) L 廿 glyc er opho spho rylserine(GPS)
0.4 4 (0.4 7) 0.62 (0.63) し α -glyc er opho spho ryletha n ola min e(G P E)
*
De acylated pr odu cts ofstr epto c o c c alpho spholipids w e r etw o･dim erlSio n a11y chro m atogr aphed
O n aPape r(Toyo Ro shi No . 50)u sing phen oIs atu rated w ate r- a C etic a cid-etha n ol(s oIv e nt I,
100:10:12, by v ol.)a nd m etha n ol-fo r mic a cid- W ate r(s oIv e ntII, 80:13:7,by v ol.), a nd the spots w ere
dete cted with Ha n e s-Isher wood re agent.
柵
R fv alu e sofpho sphate e ste r sin s olv e nt Ia nd IIw e r e r epo rted by Da w son
21)
.
** * Rfv alu e s of de a cylated pr odu ctfrom pho spholipid L2 0 n apape r Withphe n ol- W ate r(100:30,
Ⅴ/v)a nd butan ol･pr Opio nic a cid-W ater(1 42:71:100, by v ol.)w e re O A 2a ndO.19, and R fv alu e s of
glycer ophosphorylglyc e r ol in the sa m e s oIv e nt syste m s w e r eO.40a nd O.1723).
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こ な っ た .
2. リ ン脂質の 同定
3種類の リ ン 脂質(L2, L4お よび L6)の 脱 ア シ ル 化
物の 二 次元 ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト グ ラ ム ( 図2)で の Rf
値と ホ ス フ ァ チ ジル ー エ ー セ リ ンお よび ホ ス フ ァ チ ジ
ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン の 脱 ア シ ル 化物の Rf値 な ら び に
Da w s o n
211の 報告 した リ ン酸化合物 の Rf値 と の 比 較
に よ っ て t リ ン脂質 L2, L 4 お よ び L6 の 脱 ア シ ル 化物
はそ れ ぞれ グ リセ ロ ホ ス ホリ ル グリ セ ロ ー ル , 1, 3 ジ
グリ セ ロ ホ ス ホリ ル グリ セ ロ ー ル お よ び グリ セ ロ ホ ス
フ ェ ー ト で あ ると 同定さ れ た (蓑2). し たが っ て ,
Su 菌の 3種規 の リ ン脂質 L 2, L 4 お よ びL6 は そ れ ぞ
れ ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル , ジホ ス フ ァ チ ジル グ
リ セ ロ ー ル お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ン酸で あ ると 考え られ
た ,
3 . 糖脂質の 同定
Su 菌 の 2種板の 糖脂質(L3 と L5 )の 脱 ア シ ル 化物
Fig. 2. A tw o･dim e n sio n al paper chr o m atogr a m
of de a cylated pr odu cts fr o m str epto c o c c al
pho spholipids. T he chr o m atogr a m w a sde v e
-
loped in phe n oI s atu r ated w ate r
- a C etic a cid-
etha n ol(SOlv e ntI, 1 00:1 0:12,by v ol.) inthe
脾dir e ction and the nin m etha n ol-fo r mic a cid-
w ate r(s oIv e nt Il, 80:13:7,by v ol.)in the yr
dir e ctio n. Spots w e r edete cted by Ha n e s
･
Ishe r w o od r eage nt. Spots D 2, D 4 and D 6
repr e s e nt the de a cylated produ cts of phosp
-
holipid L2, L 4a nd L 6, r e Spe Ctiv ely･ し α
･
glyc e ropho spho ryl se rin e (G P S) a nd L a ･
glyc e r opho spho ryl ethan ola min e (G P E) w e r e
the de acylatedpr odu cts ofphosphatidyls e rine
and pho sphatidyl ethan ola mine, reSpeCtiv ely･
の 一 次元 ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト ゲラ ム で の Rf値と 石塚
ら紺 の 報告 し た糖脂質脱 ア シ ル 化物 の Rf値と の 比較
に よ っ て . 糖 脂質 L 3 と L 5の 脱 ア シ ル 化物 はそれぞれ
ジ グ ル コ シ ル グリ セ ロ
ー ル お よび モ ノ グル コ シ ル ダウ
セ ロ ー ル で あ る と 同定 さ れ た( 表3). 他方 , 糖脂質L3
の 0.1 N塩酸 に よ る部分水解産物か ら ジ グル コ シ ル グ
リ セ ロ ー ル , モ ノ グ ル コ シ ル グリ セ ロ ー ル お よびプド
ー 糖が 得ら れ , 糖脂質 L 5の 0.1 N塩酸 に よる部分氷解
産物か らモ ノ グル コ シ ル グ リ セ ロ ー ル お よ び プド 一 緒
が 得 ら れた (図3 ). ま た , 糖脂質 L3 お よ び L5の 3N
塩酸 に よ る完全水解産物 か ら プ ド ー 糖と グリ セ リ ンが
得 られ た . し たが っ て , Su 菌 の 2種類の 糖脂質L3
と L5は そ れ ぞ れ ジグ ル コ シル ジ グリ セ ラ イ ド お よ ぴ
モ ノ グ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドで あ る と推定された .
4. リ ン と糖を 含む脂質
Su 菌 の リ ン と 糖を 含む脂質 L lの 水 酸化カ リ ウ ム
お よ び塩酸 に よ る水解産物 の ペ ー パ ー ｡ ク ロ マ ト ゲラ
ム か ら , 脂質 L lの 脱 ア シ ル 化物 の Rf値が 石塚ら
細の
報告 し た ジ グル コ シ ル グリ セ ロ ホ ス ホ リ ル グリ セ ロ
ー
ル の Rf値 に 一 致し て お り (表3). 部分水解産物にグ
















Fig. 3. An o n e-dim e n sio n al pape r chr o m atogr a m
of de a cylated pr odu cts (A), pa rtial hydr olys ates
(B) a nd total hydr olysate s(C)of glyc olipidL5･
T he chr o m atogr a m w a sde v eloped with buta noト
p yridin e- W ate r (s olv e nt V, 6:4:3, by v oい in
de s c e nding m ethod, and spots w er edetected by
silv e r nitr ate. Diglu c o syl glyc e r ol(a), m On Oglu
･
c osyl glyc erol(b), glu c os e(c) a nd m o n o acylate
(d) were obtain ed fr o mglyc olipid L 5. Glu c ose
(D) w a s u s ed as a sta nda rd.
溶遵歯の リ ソ 脂質お よ び糖脂贋







Rfvalu es of de a cylated pr odu ctsin
Ide ntified a s
Sojv e ntIⅡ Solv et Ⅳ Solv e nt V Solv ent VI
Ll 0.41 (0.42)
=
0.07 (0.06) 0.05 (0.03) 0.30 (0.28)
Diglu c o sylglyc eropho spho ryl
glycer ol
u 0.53 (0.53) 0.21 (0.02) 0.20 (0.20) 0.46 (0.48) Diglu c o sylglyc er ol
u 0.63 (0.63) 0.30 (0.31) 0.36 (0.36) 0.58 (0.56) M o n oglu cosylglyc er ol
0.56 0.19 0
.36 (0.36) 0.48 (0.48) Gluc ose
* …
* De acylated produc ts ofstr epto c oc calglycolipids w e rechrom atographed o n e･dim e nsio n ally
o na pape r(Toyo Ro shi No . 50)u sing the follo wing soIvent system s a nd detected withsilver
nitr ate :prOpa n Ol
･ a m mOnia(speci丘c gravi ty:0.9 0)･ W ate r(s oIv e nt Ⅲ, 16:3 :1, by v ol.);but an ol･
propio nic a cid
- W ater(s oIv e nt Ⅳ , 14 2:71:1 00, by vol.);buta n ol-pyridine q w ater(s olv e nt V, 6:
4:3, by vol･);ethyla c etic acid-pyridine ･a Cetic a cid- W ate r(SOIv e nt Ⅵ, 5:5:1:3, by v ol.).
= Rfvalues of de a cylated pr oducts ofglyc olipids wer e reported by Ishiz uka a nd Ya m akaw a31).
* + *T his substa n c e w as used asa standa rd.




Av e rage Rfv alu e sin Dete ctio nbyspr ay r e agents
* *
Po ssible ide nti負c atio n
Solv e ntC Solv e nt D R I R 2 R 6 R 7 R 8
L8a 0.39 0.24 + + - - - Unkno w n
L8b 0.34 0.27 + + + + + Ster oIs
… *
L8c 0.41 0.30 + + - - - 1, 3･diglyc eride s
L8d 0.52 0.28 + + - - - 1, 2･diglyc eride s
LlOa 0.86 0
.70 十 + 十 - - Triglyc e rides
LlOb 0.88 0.84 + + + + + Ster ole ste rs* *
LlOc 0.93 0 .94 十 十 - - - Hydro c arbo n s
* Tw o lipid fractio n s(L8a nd L lO)fr o m ahe m olytic streptoc o c c u s, Su, W e r e Chr o m atogr aphed
tw o-dim e n sio n ally on a silic agel Hplate with ethyle n e chlo ride- m etha n ol(S Olv e nt C, 98:2,
Ⅴ/v)and n ･hex a n e-diethyl ethe r-a C etic a cid(s olv e nt D, 70:3 0:2, by v ol.), a nd det ected wi th
V a rio u s spr ay re age nts.
* * Spr ay re age nt s:iodin e(R l)a nd phospho m olyb date (R 2)forlipids; a nthr o n e(R 6)fo r c a rbo -
hydr ates a nd ste r oIs; a ntim o ny(R7)a nd pe r chlo ride(R 8)fo r ste r oIs.
+ +* Rfvalu e s ofchole ste r ol a nd choleste r olpal mitatein solvent C a nd D w e r efo u ndto be O.34
and O.240r O.87a nd O.84, re Spe Ctiv ely.
ト ,プ ド ー 糖 など が含 ま れて い る こ と が 見い ださ れ た .
したが っ て , Su 薗の 脂質 Ll は ジ グル コ シ ル ホ ス フ
ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル で ある と考え られ た .
5. その 他の 脂 質の 同定
Su 菌の 脂質 L 8 と LlO はア ン ス ロ ン 試 薬 の み で な
く ア ンチ モ ン 試薬や 過 塩素酸試薬な ど の ス テ ロ ー ル 用
試薬に 対して も 陽性反応を示した の で , 糖 を含む 脂質
で あ るか 否か を 調 べ た . 塩化 エ チ レ ン ｡ メ タ ノ ー ル
(98: 2, V/v) お よ び n - ヘ キサ ン ● エ チ ル エ ー テ
ル ･ 酢 酸 (70: 30: 2, Ⅴ/V) を展 開 溶媒と す る
二 次元 薄層 ク ロ マ ト ゲ ラ ム で . 脂質 L 8 は 4個 の ス ポ
ッ ト に 分線 し , 脂質 LlO は3 個の ス ポ ッ ト に 分離 し た
( 図4). こ れ ら の ス ポ ッ ト の う ち , L 8 b と L lO b は
ア ン チ モ ン 試薬 お よ び過塩素酸試薬 に対し陽性反応 を
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Fig. 4 . A tw o･dim e n sio n al thin
-1aye r chro m a
-
togr a m of tw olipid fr a ctio n s(L8a nd LlO)
fro m ah色m olytic str epto c o cus, Su. T he
Chr o m atogr a m w a sdev eloped in ethyle n e
Chlo ride ･rn etha n ol (s olv e nt C, 9 8:2, V/v)in
the x-directio n and the nin n-he x a n e-diethyl
ethe r-a C etic a cid(solv e nt D, 70:3 0:2, by
V Ol.)in the ydir e ction . Spots we redete cted
by iodin e, follo w ed by stain lng With pho sp
-
ho m olybdate . Nu mbe rs r ef r to tho se in
Teble 4.
示し , そ れぞ れ の Rf値が コ レ ス テ ロ ー ル お よ び コ レ
ス テ ロ ー ル パ ル ミ テ ー トの Rf値 と同 一 で あ っ た ( 表
4). ま た , ク ロ マ ト プ レ ー トか ら回収 した脂質 L 8b と
LlOb は . Liebe r m a n n-Bu r cha rd 反応(ス テ ロ ー ル
頓 に特異的な呈色反応)
ユ2Iが陽性で あり , ジ ギ ト ニ ン と
不溶性沈澱33Jを作 っ た . し たが っ て . 脂質 L8b と L lOb
は ス テ ロ ー ル お よ び ス テ ロ ー ル エ ス テ ル で あ る と 同定
さ れ た . すな わ ち , 脂質 L8と LlO は ス テ ロ ー ル ま た は
ス テ ロ ー ル エ ス テ ル と他 の 中性脂質 の 混合物 で 糖脂質
で は な い と 考え ら れた .
6. Bla ckm o r e菌お よ び C 203U 菌の リ ン 脂 質 と 糖
脂質
Bla ckm o r e菌お よ び C203U菌の リ ン脂質 と糖脂質
を Su 菌の 場合と 同様 に 薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ
び ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー で 調 べ た(表 5). ク
ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル ･ 水 (65 : 25 : 4. Ⅴ/v)
お よ び ジイ ソ プ チ ル ケ ト ン ･ 酢 酸 ･ 水 (80 : 50 :
10, Ⅴ/v) を展開溶媒 とす る Bla ckm o r e菌総脂質 の 二
次元薄層ク ロ マ ト ゲラ ム は Su 菌総脂質の ク ロ マ ト ゲ
ラ ム と同 一 で あ り . ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
調 べ た Blackm o r e菌の リ ン脂質 お よ び 糖脂質 は Su
Fig. 5. A tw o-dim e n sio n althin･1aye r chro m ato-
gra m of total lip ds fr o m ahe m olytic strep･
to c o c c u s, C 203 U. The chr o m atogr a m w as
de v eloped in chlo r ofo r m･ m ethanol- W ate r(s ol･
V e ntA,6 5:25:4,by v ol.)in the x-dir e ction a nd
the nin diis obutylketo n e- a C etic a cid- W ater(s ol･
V e nt B, 80:50:1 0, by v ol.)in the yqdire ctio n.
Spots w e r edete cted by iodin e, fo1lo w ed by
Staln lng with pho spho m olybdate . T he total
lipids w e re sepa r ated into llc o mpo n e nts,5
0f which w ere pho spholipids(P L)a nd 2c o m-
po n e nts w e r eglyc olipids (G L).
菌 の リ ン 脂質 およ び糖脂質 と同 じで あ っ た .すな わち ,
Bla ckm o r e菌の 総 脂質 に は , ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ
ロ ー ル , ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル , ホ ス フ ァ チジ
ン 酸お よ び ジグル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル
の 4種類 の リ ン脂質と ジ グル コ シ ル ジグリ セ ラ イ ドお
よ び モ ノ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド の 2種類の 糖脂質
が 見 い だ さ れ た .
他方 . 二 次 元 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
C 203U 菌 の 総脂質か ら5種類 の リ ン 脂質 と 2 桂根 の
糖脂質 が得 ら れ( 図5). ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 4種類 の リ ン脂質 と糖脂質が Su 薗の リ ン
脂 質お よ び糖脂質 と同 じで あ る こ とが 示さ れ た . また ,
C203U 菌の もう 1個 の リ ン 脂質 は , こ ン ヒ ドリ ン試薬
に 陽性反応 を示し , そ の 水解産物か ら グリ セ ロ ホ スホ
リ ル グリ セ ロ ー ル , グ リ セ P ホ ス フ ェ
ー ト , ア ミ ノ酸
な ど が 得ら れ た の で . ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル に
ア ミ ノ 酸 が結合し た も の で あ る と考 え られ た34卜3
8I
. し
た が っ て , C203U 菌 は アミ ノ 酸 の 結合 し たホ ス フ ァ
チ ジル グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 点 で Su 菌 ま た は
Bla ckm ore菌と は異 な っ て い た .
溶連歯の リ ソ 脂質お よ び糖脂質
Table 5･ P ho spholipids a nd glyc olipids ofthree strain s of hem olytic streptococci
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Str ain s of











Su + + + 十 + +
Blackm o re 十 + + 十 + 十
C 203 U + + + 十 + + 十
* Phospholipids a nd glycolipidsfou nd in the str epto c o c ci a r e as follo w s:phosphatidic
acid(P A); phosphatidylglycerol(PG); diphosphatidyl glyc e r ol (D P G); diglu cosyl
phosphatidylglyc e r ol(Glu -P G); pho sphatidylglyc e roI c o ntaining a min oacid(A mino･
PG); m OnOglu c osyl diglyceride(Glu ･DG);diglu c osyl diglyc e ride (Glu -G lu - D G).
考 接
薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー お よ び ペ ー パ ー ･ ク ロ マ ト
グラ フ ィ ー に よ っ て , A 群溶連菌 Su の 総脂質 に は
4種類の リ ン 脂質と 2種類の 糖脂質が含ま れ て い る こ
とが示され , リ ン脂質 は ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー
ル , ホ ス フ ァ チ ジル グ リ セ ロ ー ル , ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸
およ び ジグル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル で あ
り , 糖脂質は ジグ ル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドお よ び モ ノ
グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドで あ ると 同定 さ れ た . ま た ,
A群溶連菌Bla ckm o r eの 総脂質 に も , 溶連菌 Su と 同
様に , 4種規 の リ ン 脂質と2 種類の 糖脂質 が含 ま れ
て いる こと が示さ れ た . し か し なが ら , A 群溶連菌
C203U の 総脂質 に は上記の 脂質以外に ア ミ ノ 酸 の 結
合した ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル が 見い ださ れ た .
これら の 成績 は , A 群溶連菌 Su と Bla ckm ore と は
リ ン 脂質お よ び糖脂質の 構成が同じ で あ るが . A 群溶
連薗 C 203U の リ ン 脂 質構成 が 溶連 菌 Su ま た は
Bla ckm o r eと は異な る こ と を示し て い る .
ス ト レ プ ト リ ジ ン S を産生す る A 群溶連薗(Su 菌 ,
Bla ckm o re 薗な ど) は 抗腫瘍作用を示 す が , ス ト レ プ
トリ ジ ンS を産生し な い A 群溶連菌(C203U 薗)ま た
は レ ン サ球 菌(St. fa e c alis な ど)は抗腫瘍作用を示さ
ない こと が報告さ れ て い る1). st.fae c alis の 糖脂質
構成は溶連菌Su や Bla ckm o r eな ど と は 異 な っ て お
り, ト リ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド , ホ ス フ ァ チ ジル
グル コ シ ル ジ グ リ セ ラ イ ド な ど の 糖 脂 質 が St.
鮎 calis に 見 い だ さ れ て い る
37I
. し た が っ て , 抗腫瘍性
溶連菌と抗腫瘍作用を示さ な い 溶連菌 ま た は レ ン サ 球
菌とで は , リ ン脂質あ る い は糖脂質 の 構成が異な る の
で はな い か と推察さ れ る .
結 論
3 種類 の A 群溶 連菌 , Su 薗 t Bla ckm o re薗 お
よ び C 203 U菌の リ ン 脂質と糖脂質を薄層 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー お よ び ペ ー パ ー ･ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 調べ
て 以 下 の 成績を 得た .
1 . Su 菌お よび Bla ckm o re菌の 絵脂質に は 4種類
の リ ン 脂質と 2 種類 の 糖脂質が含まれ て い た .
2 . 両溶連菌の リ ン 脂質 は ジホ ス フ ァ チ ジル グ リ セ
ロ ー ル , ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー ル , ホ ス フ ァ チ ジ
ン 酸お よ ぴ ジ グル コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル
で あ り , 糖脂質 は ジ グル コ シル ジグ リセ ライ ドお よぴ
モ ノ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドで あ ると 同定さ れ た .
3 . C 203 U菌の 総脂質 に は上記 の リ ン脂質以外 に ア
ミ ノ 酸の 結合 した ホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ ー ル が 含ま
れ て い た .
稿を終 るに の ぞ み . 御校閲を賜 わ っ た 正印達教授に深謝 い
た します .
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A bs t r a ct
He m olytic str epto c oc ci apable of fo r ming str eptolysin S, S u Ch as Su, Blackm o r e
a nd others, ha v ebee n repo rtedto be cytoto xic to the tu m o r c ells, but the strepto c occ us
without thefo r m atio n ofstreptolysis S(C 2 03 U) w as sho w nto be inert upo nt he tu mo r
c ells. In this study, the phospholipids a nd glyc olipids of thr ee str ain s of he m olytic
strepto c o cci, Su, Bla ckm or e a nd C 2 03 U, W e r e e Xa mined by thin -1aye r a nd paper
chr o m atogr aphy to c o mpa rethe c o n stitution of thes elipids a mong thr ee streptococci･
Strepto c o cc alcells were cultu r edin l O lof Wo od and Gun s alu s rn ediu m at 37
0
c
fo r1 2 ho u rs, andthetotal lip ds w er e e xtr acted fr o mthe c ells a cc o rding to the m ethodof
FoIch etal(yields oftotal 1ip ds :2 - 2.5g/1 01). T he totallipids w e r e chr o m atographed
tw o-dime nsio na11y o n a silicagel Hplate(0.25m mt hick, 2 0× 20c m) u sing chlo r ofo rm
･
m ethan ol- W ater(65: 25: 4, by vol.)and diis obutyl keto ne- a C etic acid- W ate r(8 0:50 :
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10, by v ol.), a ndthe spots on the plate we re detected with v a rio u s spray r eage nts. T he
total lipids of Su w er e s epar atedinto lOc o mpo n e nts. 4 0f w hich w erephospholipids
and 2 c o mpo n e nts w er eglyc olipids, a nd ther e w a s n olipid c o mpo n ent c o ntaining
amin ogr o up.
Thelipid c o mpo nentsfo u nd in the totallipids of Bla ckm ore w e r e similarto tho s e
of Su. On the dthe rhand, a phospholipid c o ntaining amin o gr o up w as fo und in the
total lipids of C 2 03 U,fr o m which 5pho spholipids and 2glyc olipids w ere obtained.
To identify thes ephospholipids a nd glyc olipids, e a Ch c o mpo n e nt obtain ed by
pr eparativ ethin
-1aye r chr o m atography w as dea cylated with O.1 N K O H, a nd the
de acylated pr oducts w e re chr om atogr aphed o n apaper (Toyo Roshi No. 5 0) o n e･
dim en sio n ally o rtw o-dim e n sionally with diffe re nt s oIv e nt syste m s. ln additio n, the
glycolipids w er ehydr olys ed with O.1 N H Clor 3 N H Cl, a nd t he hydrolysates w e re
e x a min ed by paper chro m atography. The pho spholipids of tw o str ains of the
Str eptO CO CCi, Su a nd Blackm or e, W e r eidentified as diphosphatidyl glyce r ol,
phosphatidylglyce r ol, phosphatidic acid a nd diglu c o sylpho sphatidylglyce r ol, a nd the
glycolipids of these streptoc o cci as digluc o syl diglyc eride and rn o n oglu c o syl
diglyce ride, r e Spe Ctively. T he phospholipids a nd glyc olipids of C 2 03 Uw er e similarto
thos e of Su･ e X C ept the phospholipidc o ntaining a min o gr o up. T his phospholipid w as
indentified asphosphatidylglyc eroIc o ntaining a mino acid.
These r es ultsindic ate that the c o n stitutio n ofpho spholipi d a nd glyc olipid in tw o
Str ain s of he m olytic strepto c o cci, Su a nd Blackm o re, is the s a m e, but that the
C O nStitutio n ofphospholipid of C20 3 U diffe rsr o mt hat of Su o rBlackm or e.
